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赤色蛍光強発現遺伝子導入マウスにおける

　　　　　蛍光発現部位の形態学的検討
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　赤色蛍光強発現遺伝子導入マウス（tdTomatoマウス）は再生医療研究のバイオイメージングにおい

て有望視されている実験動物である．特に，このマウスから採取した組織再生性細胞や組織片をヌード

マウスなどの重症複合免疫不全マウスに移植してその組織再生能力を評価する実験系においては，移植

後の細胞や組織片の体内動態をその赤色強蛍光を追跡することによりリアルタイムに観察できると期待

されている．しかし，このマウスと既存の緑色蛍光強発現遺伝子導入マウス（EGFPマウス）とのバイ

オイ美川ジングに関する有用性を比較した例はない．今回，我々はtdTomatQマウスの成体において

IVIS＝I　Lumina　Imaging　Systemを用いて蛍光シグナル強度を測定し，　EGFPマウスと比較検討した．さ

らに同一試料における各蛍光タンパクのmRNA発現量を計測し，蛍光イメージングの結果と比較した．

またtdTomatoマウスについては，生後7日齢を用いて全身の凍結連続切片を作製し，各臓器における

組織レベルでの蛍光発現の詳細な検索を行い，蛍光イメージングならびにmRNA発現量との比較を

行った．

Anatomical　analyses　on　the　expression　of　the　fluorescence　in　tdTomato　transgenic　mice
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　その結果，tdTomatoマウスより摘出されたほぼ全ての臓器において，　IVISmp　Lumina　lmaging　System

による高い蛍光シグナル強度が認められたが，EGFPマウスでは肝臓，脾臓腎臓において顕著な蛍光

発現が認められず，EGFPの発現に臓器特異性が存在する可能性が示唆された．また各臓器の

tdTomato　mRNA発現量もIVI望Lumina　Imaging　Systemにより観察された蛍光シグナル強度と同様の

傾向を示した．加えて，tdTomatoマウスの組織切片による観察では，ほとんどの臓器の細胞で蛍光発

現を確認できた．しかしながら，蛍光イメージング，mRNA発現量，組織切片による観察結果において，

同様の傾向を示さない臓器も認められたことから，今後，このような研究や検証には切片法を含めた複

数の手法を用いる必要が示唆された．

　以上の結果から総合して判断すると，tdTomatoマウスは，既存のEGFPマウスと比較して，その移植

実験への応用性の点で有用性が高いことが示唆された．

緒 言

　再生医療の研究においてバイオイメージング

技術は，重要な手法となっている1　一10）．生体研

究において，移植した細胞や臓器が期待通りに

増殖，生着しているかの判定には，生きた個体

内での長期モニタリングが必須である．

　また癌研究においても，様々な蛍光タンパク

や蛍光化合物によって標識された癌細胞を重症

複合免疫不全マウスに移植し，転移を追跡した

報告IVもなされており，今後さらに，生きた個

体内で経時的にかつ非侵襲的な光学的追跡が期

待されている．

　近年，、4equorea　Victoria（オワンクラゲ）か

ら単離された緑色蛍光タンパクであるGreen

Fluorescent　Protein（GFP）12”14）をはじめとす

る様々な，蛍光タンパクを利用したイメージン

グの研究15～18）がなされているが，生体内に移植

した細胞や臓器を体表から観察するためには，

強い蛍光強度が必要となり，かなりの集積をみ

なければ観察できないことがある．

　今回使用した赤色蛍光強発現遺伝子導入マウ

ス（tdTomatoマウス）は，大塚らが独自に開発

したトランスジェニックマウスの1つで，CAG

プロモーター⊥9～23＞下に連結した赤色蛍光タンパ

ク　tandem　dimer　Tomato（tdTomato）の

cDNAをRosa26遺伝子座上に導入することに

より作製されている24）．導入されている

tdTomatoは，サンゴから単離されたDsRedに

改変を加えて作製された7種類のフルーツ蛍光

タンパク　（CLONTECH，　Laboratories，　Inc．　A

Takara　Bio　Campany）25～27）のひとつであり，

dimeric　Tomato（dTomato）遺伝子をタンデム

につなぎ合わせ，効率よく2量体を形成するよ

う設計されている．そのため，他のフルーツ蛍

光タンパクと比べると蛍光強度が強く，非常に

明るい蛍光シグナルが得られることから，細胞

数が少なくても体表からの観察が可能になり，

生体内での移植細胞の増殖や移植臓器の生焼確

認には適していると推測される．大塚らen）に

よって，mCFP，　mCitrine，　mOrange，　tdTomato

のそれぞれの蛍光タンパクにおいて，胃，肝臓

胸腺，筋，耳，腸，心臓，腎臓，脳，肺の各臓

器における蛍光イメージングの報告はなされて

いるが，その他の各臓器における蛍光発現分布

の研究はなく，特に組織レベルあるいは

mRNAレベルでのtdTomato遺伝子発現の精

査はされていない．そこで，本研究では，

tdTomatoマウス全身の連続切片における臓器

別構成要素である組織の蛍光発現分布と各臓器

におけるtdTomato　rnRNA発現量を比較した．

さらに，これらの結果と，既存のEGFPマウス

各臓器におけるEGFP発現の様子との比較検

討を試みた．

材料・方法

L対象動物と飼育条件

　検索には，切片作製用に生後7日齢の遺伝子

型がhemi接合体であるtdTomatoマウス5匹

を用いた（図1）．蛍光イメージングおよび
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mRNA発現量測定用にtdTomatoマウス（3か

月齢）と同じく蛍光イメージングに用いられて

いる緑色蛍光強発現遺伝子導入マウス（EGFP

マウス）28）（3か月齢）を比較対照として各1匹

を用いた．動物は，岩手医科大学医歯薬総合研

究所動物研究センターPIA室（室温23±1℃，

湿度60±10％）で飼育し，CE－2（γ線滅菌済

み）固形飼料（CLEA　Japan，　INC．，　Tokyo，　Japan）

と濾過水は自由摂取とした．本研究は，岩手医

科大学動物実験委員会の許可（実験計画書承認

番号21－039）を受け，岩手医科大学動物実験指

針ならびに動物の保護および管理に関する法律

に従って実施した．

2．検索方法

1）組織学的観察

　（1）全身非脱灰凍結連続切片の作製

　tdTomatoマウスを，炭酸ガスにて屠殺後，4

％Paraformaldehyde／PBSを用いて，室温で！

週間，固定を行った．凍結包埋前に固定試料を

7％sucrose／PBS溶液で室温下にて浸：透した

後，液体窒素にて一100℃に冷却したイソペン

タン中でクライオフィルム・トランスファー

キットのステンレスコンテナーにて，5％

図1tdTomatoマウス腹側写真

Carboxymethyl　cellulose　（KANTO　CHEMICAL，

CO．，　Tokyo，　Japan）で凍結包埋を行った．凍結包

埋試料をcryostat（CM3050S触Leica，　Bensheim，

Germany：　cutting　edge　angle：　50　，　CT－22　℃　OT－

22℃）を用いてスチール替刃（Leica　818　High

Profile　Microtome　Blades，　Leica，　Bensheim，

Germany）でフィルムトランスファー法（川本

法）29・　30〕（Cryofilm　TYPE．　1　一B　＠，Leica，　Tokyo，

Japan）にて，非脱灰ユO　p　m厚矢状断凍結連続

組織切片を作製した．

　（2）蛍光観察

　作製した連続切片を100％エタノールを通し

てカバーグラスに接着を施した後，30％無蛍光

グリセリンにてスライドグラスを用いて二重封

入を行った（図2）．観察には，HSオールイン

ワン蛍光顕微鏡（BIOREVOLR1，　BZ－9000，

Keyence，　Osaka，　Japan）を用いて明視野と暗視

野にて行った．蛍光観察，撮影の条件は，蛍光

ブイルタTexas　Red（OP－66838　BZフィルタ）

を用いて，励起波長560／40nm，吸収波長

630／60nm，ダイクロイックミラー波長595　nm

とした，その後，コンピューター上で解析ソフ

ト（BZ一画像解析アプリケーション；Keyence，

Osaka，　Jap　an）を用いて明視野像と暗視野f象

それぞれのイメージジョイント像の作製を行っ

た．また連続切片の一部は，通法に従いヘマト

キシリン・エオジン染色（H－E染色）を行い，明

視野で組織構造の観察を行った、

2）摘出臓器の蛍光イメージング

　tdTornatoマウスとEGFPマウスを炭酸ガス

で屠殺後，すべての臓器を摘出した．それぞれ

の摘出した臓器を，IVIS画しumina　Imaging

System（Xenogen，　Co．，　California，　USA）を用い

て蛍光イメージングを行った．tdTomatoの検

出には，DsRedフィルターセット，GFPの検出

には，GFPフィルターセットを用いた．

3）リアルタイム逆転写一Polymerase　Chain

　Reaction　（RT－PCR）

　IVISgl　Lumina　Imaging　Systemによる観察

後，各臓器の一部をトリミングしRNA抽出の

ための試料とした，RNAの抽出は，　RNA抽出
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試薬ISOGEM（NipPongene，　Toyama，　Japan）を

用いて，通法に従い行った．抽出したtotal

RNAの濃度は，260　nmの吸光度を測定するこ

とにより算出した．total　RNAからcDNAを

合成するための逆転写反応は，PrimeScript8’

RTMaster　Mix（Takara　Bio，　Ohtsu，　Japan）を

用いて，通法に従い行った．合成されたcDNA

を含む溶液IO　peに滅菌蒸留水70μ￡を加えて

RT－PCRのための鋳型とした．リアルタイム

RT－PCR　は，　SYBR⑧Premix　Ex　Taq　TM■

（Takara　Bio，　Ohtsu，　Japan）を用いてSYBR

Green法により行った．鋳型cDNA　8μ￡に10

μ￡の2×SYBR‘一’F　Premix　Ex　Taq　TM，1μ￡の10

pMセンスプライマー（PCR　Forward　Primer），

1μ￡の10μMアンチセンスプライマー（PCR

Reverse　Primer）を加えて，98℃で5秒の熱変

性，60℃で30秒のアニーリングと伸長反応を1

サイクルとした2step　PCRを40サイクル行っ

た．センスまたはアンチセンスプライマーの塩

基配列次の通りである：tdTomato

（5’一ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCA－3：

5’一TCGAACTCGTGGCCGTTCATGGAGC－3’），

EGFP　（5’一CAACAGCCACAACGTTATATCA

TG－3L　5’一一ATGTTGTGGCGGATCTTGAAG－3’）　，

Gapdh　（Glyceraldehyde－3－phosphate　dehydrog

enase；　5’一TGTGTCCGTCGTGGATCTGA－3’，

5’一TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG－3’）　．

tdTomato　mRNAおよびEGFP　mRNAの発現

量は△△Ct法によりハウスキーピング遺伝子

であるGapdhを対照とした値を算出した．

結 果

1．IVIS：9’　Lumina　lmaging　Systemによる摘出

　臓器の肉眼的ならびに光学イメージングの所

　見

　tdTomatoマウスとEGFPマウスから，脳，

脊髄胸腺，脾臓，顎下リンパ節，顎下腺，涙

腺，頭頂骨，脛骨，皮膚，口蓋粘膜，頬粘膜，

咬筋，舌，膀胱，心臓下行大動脈食道，胃，

十二指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，肝

　　，，／’一「

　ttlt’　J一一一．．．一．J

tttt’@ttt．”

il，，．・

監
I
t
l
S
s
s
N＼こ〉＼」＼

　XSS一一．．b．lvtt＞t｝

淵叢翻
寿

｝T　牌，　tmt伽　信”　向．　r．酬　、，L囚1旧訓．．聞剛　甲r」

カバーグラス

Film－transfer法で

作製した切片

スライドグラス

A

一B
カバーグラス 切片 フィルム

、！

1 1
蝿目旧．yタ．　瑠　　　閥　　　脚　　　．　帽　　　，　　　旧　　　『 ．一．1 Dボ」

A．コ D1．．　一

、’
＝性盛一．選譲＝調た，，　．・榎亭拶》　　v

【櫛　齢　一　｝　四　幽　電　『　「「一 隠　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　… 卵　　　帽　　　　一－　　　一幽　　　鵯F　　　F．　　騨　　　制　　　，　　　圏．陽　　　叩　　　闇　　　■　F　　　悩　　　瞭　　　　　艇　　　h　　　O　　　　一 A｝

図2　二重封入法

　　　フィルムトランスファー法で作製後の一次封入（A）， スライドグラスを用いた二次封入（B）
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臓，膵臓腎臓肺を摘出した．

　肉眼的には，tdTomatoマウスの全ての臓器

（骨は除く）で赤色であることが確認できた（図

3，a）．一方，　EGFPマウスでは，顎下リンパ節，

顎下腺，肺，肝臓脾臓腎臓下行大動脈

頭頂骨，脊髄において緑色を確認できなかった

（図3，b）．

光学的イメージングの所見は次の通りであ

る．

1）tdTomatoマウス

　骨を除く，摘出した全ての臓器で蛍光を検出

した．ほぼ全ての臓器において強い蛍光を示し
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図3摘出臓器別IVIS⑬　Lumina　lmaging　Systemでの蛍光イメージング

　　a）tdTomatoマウス摘出臓器

　　b）EGFPマウス摘出臓器

　　c）tdTomatoマウス蛍光イメージング

　　d）EGFPマウス蛍光イメージング

1顎下リンパ節，2顎下腺，3．胸腺，4心臓，5．肺，6．肝臓，7．腎臓，8．脾臓，9膵臓，IQ膀胱t　ll．食道，

12．胃，13．十二指腸，14。空腸15回腸，16．盲腸，17．結腸，18，直腸，19．咬筋，20大動脈，21．脛骨，

22．頭頂骨，23脊髄，24．脳，25涙腺，26、頬粘膜，27舌，28口蓋粘膜，29．皮膚
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29tdTomatoマウスにおける蛍光発現部位

　発現

　摘出臓器の一部を使用して，tdTomatoマウ

スの各臓器間におけるtdTomato　mRNA発現

量を検索した．その結果，肝臓と肺で高い

tdTomato　mRNA発現が認められたが，顎下リ

ンパ節では他の臓器と比較してその発現は少な

かった．その他の臓器間でtdTomato　mRNA

発現に著しい差は認められなかった（図4，a）．

一日置比較対象として用いたEGFPマウスでは

膵臓で高いEGFP　mRNAの発現が認められた

たが，顎下リンパ節と脾臓では，他の臓器に比

べ蛍光が弱かった（図3，　c）．

2）EGFPマウス

　顎下リンパ節，肝臓，脾臓腎臓，大動脈，

頭頂骨において蛍光を検出しなかった．肺，涙

腺，顎下腺では弱い蛍光を検出した．胸腺心

臓膵臓咬筋，舌，皮膚，脳においては強い

蛍光を認めた．消化管は全体的には顎下腺と同

じレベルの蛍光を認めた（図3，d）．

2．臓器別における蛍光タンパク質mRNAの
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図5tdTomatoマウス全身の組織像

　　右下の番号は，10μm厚連続切片の880枚中の番号を示す．

　　　a，c）明視野（H－E染色像）（bar　5mm）

　　　b，d）暗視野（bar：5㎜）

　　S・皮膚，EB　眼球，　PB頭頂骨t　B脳，　SC．脊髄，　MB・上顎骨，　LB：下顎骨，　HB・舌骨，
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図6tdTomatoマウスの口腔およびその周囲の暗視野組織像

　　　a）口腔粘膜，筋群（bar・1mm）　b）舌筋群，粘膜拡大像（bar・1mm）

　　　c）舌骨筋群，皮膚拡大像（bar：500μm）　d）顎下腺，舌下腺拡大像（bar・500μm）

　　　e）耳下腺拡大像（bar：500　＃m）　f）涙腺拡大像拡大像（bar．500μm）

　　PM●口蓋粘膜，　TM舌背粘膜，　LM・舌下粘膜，　GPal口蓋腺，　MT：舌筋，　MSL上縦舌筋，　MIL・下縦舌

　　筋，MV：垂直舌筋MG・オトガイ舌筋GLm・舌下腺，　GPar・耳下腺，　GLac・涙腺，　SML・顎下リンパ節
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図7tdTomatoマウス頭頸部暗視野組織像

　　a）中枢神経（bar：500μm）
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b）末梢神経（bar：500μm）　ON：眼窩下神経

ものの，肝臓と脾臓では低い発現しか認められ

なかった（図4，b）．

3．生後7日齢tdTomatoマウス凍結連続切片

　による蛍光観察

　凍結連続切片を作製していることから，マウ

ス全身のH－E染色像（図5，a，　c）で各臓器の位

置を確認後，隣接切片にて暗視野での蛍光観察

を行ったところ，全ての臓器で蛍光発現が観察

された（図5，b，d）．

　各臓器の比較は次の通りである．

1）口腔・頭頸部

　咀噛粘膜に分類される口蓋粘膜，特殊粘膜に

分類される舌背粘膜，被覆粘膜に分類される舌

下粘膜それぞれにおいて蛍光発現が観察され，

粘膜機能による分類間で大きな差は認められな

かった（図6，a）．横紋筋に分類される舌筋や舌

骨筋群でも蛍光発現を認め（図6，b，　c），他の頭

頸部の筋との大きな差は認めなかった．大唾液

腺である顎下腺（図6，　d），舌下腺（図6，　d），耳

下腺（図6，e），小唾液腺である口蓋腺（図6，　a），

涙腺（図6，f）などの腺組織において蛍光発現を

認めた．特に粘液腺である舌下腺，口蓋腺で強

い蛍光発現を認めた．脳や脊髄の中枢神経（図

7，a）と末梢神経の眼窩下神経（図7，　b）では，

他の頭頸部の臓器に比べ，蛍光発現が少なかっ

た．また脳，脊髄では，灰白質と白質の差も認

められなかった．顎下腺，舌下腺に接して存在

する顎下リンパ節の蛍光発現は顎下腺より低

かった．

2）胸腔

　心臓肺，胸腺，気管，食道上部，大動脈，

大静脈，横隔膜など全ての臓器で蛍光が観察さ

れた．心筋や横隔膜を構成する骨格筋（横紋筋）

寄、囑鑓

ジ泌1脂
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図8　tdTomatoマウス胸腔諸臓器の暗視野組織像

　　D：横隔膜、Th：胸腺、　Br：気管支（bar：1㎜）
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間で蛍光の量に差は認めなかった（図8）．

3）腹腔

　胃（図9，a，　b），小腸（十二指腸（図9，c），空

腸，回腸），大腸（盲腸，結腸，直腸），肝臓，腎

臓，脾臓膵臓（図9，a）などの臓器全てにおい

て蛍光発現が観察された．消化管それぞれを構

成する粘膜，粘膜固有層，粘膜下組織，筋層（平

滑筋）の全てで，蛍光発現が観察された．

考 察

　近年，生体試料での研究において，GFP，

tdTomato，　mCherry，などの様々な蛍光タンパ

クを用いたりアルタイムでのうイブイメージン

グが行われているII・16・17）．特に，　tdTomato発現

細胞のもつ波長特性を活かし，ヌードマウスな

どの非蛍光性免疫機能不全マウスへの移植実験

において，生体深部における蛍光シグナルの検

出や追跡にも適していると期待されている．そ

れにより，細胞レベルでの病態の解明や創剤を

含めた治療法の生体内におけるリアルタイム評

価などが可能となるため，医歯薬領域の研究開

発において重要なツールとなることが予測でき

る．

　以上のように，tdTomatoマウスは，この分

野の研究には有用な動物であると推測されてい

るが，過去の報告は全て摘出臓器単位での蛍光

イメージングであり，切片による組織学的検索

は行われていない。また各臓器における

tdTomato　mRNA発現量を特定した報告はな

く，遺伝子発現レベルでの分子生物学的な解析

による精査が必要とされている．そこで，我々

は，tdTomatoマウス臓器単位でのtdTomato

遺伝子発現の様子を切片レベルならびに

mRNAレベルで比較検：卜した．さらに，各臓

器におけるtdTomato遺伝子発現の様子を，既

存のEGFPマウス各臓器におけるEGFP遺伝

子発現の様子と比較検討し，tdTomatoマウス

の有用性について明らかにした．

IVIS⑪Lumina　Imaging　SystemとmRNA発現

量の比較

　過去の報告のほとんどが蛍光イメージソング

による臓器単位での発現の有無を検索している

のみであった．本研究では，IVIS⑭Lumina

Imaging　Systemによる蛍光シグナルを確認後，

同一臓器の一部を取り出して蛍光シグナルの強

度とmRNA発現量とを比較した．その結果，
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tdTomatoマウスから摘出されたほぼ全ての臓

器において，IVISoR　Lumina　lmaging　Systemに

よる高い蛍光シグナル強度が認められ，

tdTomato　mRNA発現量も蛍光シグナル強度

と同様の傾向を示していたd

　一方，EGFPマウスから摘出されたほとんど

の臓器においても，IVIStre　Lumina　Imaging

Systemによる蛍光シグナルを認めたが，

tdTomatoマウスより臓器間で蛍光シグナル強

度にばらつきがみられた．特に，膵臓では非常

に高い蛍光シグナルを認めたのに対して，肝臓

と脾臓では蛍光が全く検出されなかった．同様

にEGFP　mRNA発現量も蛍光シグナルと同様

の傾向を示し，膵臓で高く，肝臓と脾臓では低

かった．しかしながら，tdTomatoマウスおよ

びEGFPマウスの両者において，　IVIS⑧

Lumina　Imaging　Systemによる蛍光シグナル

強度とそれぞれの蛍光タンパクのmRNA発現

量が同様の傾向を示さない臓器も観察された．

すなわち，tdTomatoマウスから摘出された脾

臓では蛍光シグナルが低かったのに対して，

tdTomato　mRNA発現量は高かった．さらに，

EGFPマウスでは，顎下リンパ節ならびに腎臓

では蛍光シグナルが検出されないにも関わら

ず，高いEGFP　mRNA発現量を認めた．この

ような蛍光イメージングの結果とmRNA発現

量が同様の傾向を示さない理由は不明である

が，IVIS（R”　Lumina　lmaging　Systemは，細胞の

集積密度やタンパク質の重合度合いによって蛍

光強度が大きく変化する可能性がある．さらに

は各臓器や臓器を構i成する組織によって

InRNA転写後の調節機構や翻訳後修飾の過程

において蛍光タンパクの発現量が調節され，そ

のmRNA発現量と必ずしも一致しない可能性

が考えられる．tdTomatoマウスはこれまでに

報告されているEGFPマウスと異なり，

Rosa26遺伝子座にCAGプロモーターおよび

tdTomato　cDNAをターゲッティングしてトラ

ンスジェニックマウスを作製している24〕．

Rosa26遺伝子座にターゲッティングされた遺

伝子は，マウスの発生段階および臓器・組織の

33

差に関わらず普遍的に発現することが報告され

ている3D。しかしながら，本研究では顎下リン

パ節においてmRNA発現量が他臓器と比較し

て低く，さらにはIVIS⑧Lumina　lmaging

Systemによる蛍光観察および組織切片におけ

る観察においても弱い蛍光シグナルしか検出す

ることができなかった．この理由として各臓

器・組織におけるturn　overの違いによる可能

性を考えることができる．即ち，臓器および組

織特異的にタンパク質の合成と分解による動的

平衡の速度を調節する機構が異なり，その結果

tdTomatoタンパク質の発現量ならびに蛍光シ

グナルに差異が出来る可能性が示唆される．ま

た，Rosa26遺伝子はnon－coding　RNAを発現し

ているという報告もあり32），これらの非翻訳性

RNAが臓器・組織特異的にtdTomato　mRNA

およびタンパク質の発現に関与している可能性

も排除できない．

凍結連続切片での結果との比較

　切片による観察において，ほとんどの臓器の

細胞で蛍光発現を確認できた．切片では，舌下

腺と口蓋腺で非常に強い蛍光発現を確認した

が，他の外分泌腺では強くなかった．筋肉では，

横紋筋平滑筋，心筋による差を認めなかった．

脳，脊髄では白質，灰白質による差を認めず

mRNA発現量の結果とも一致した．このよう

に観察・計測方法によって同じ臓器であっても

結果が異なるもの，一致するものがあり，安易

に結論を出すことはできないが，今回の3つの

方法で一致した臓器については，再生医療研究

などで応用可能な臓器であると考えられる．一

方，一致しなかった臓器については，rnRNA発

現量の測定の方法論に関して転写後の調節が関

与している可能性があると考えられ，さらに蛍

光タンパク質の発現量を確認する必要があると

考えている，切片での観察では，特に唾液腺に

おいて，耳下腺・顎下腺と舌下腺・口蓋腺の間

で蛍光発現が大きく異なったことから，分泌唾

液の性状の違いによる蛍光発現強度の差である

可能性もあり，今後さらなる検索が必要である

と考える．
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　再生医療の研究においては，人工多能性幹細

胞（ips細胞），気性幹細胞（ES細胞），造血細

胞由来幹細胞などが用いられることが多いが，

tdTomatoマウスの各臓器を組織レベルで観察

し蛍光分布を特定し，それに加えて分子細胞生

物学的データと複合的に検討，考察することに

より，新たな臓器幹細胞の発見につながると期

待される．また癌研究分野においても

tdTomatoマウスを用いた発癌実験で赤色蛍光

を放つ癌細胞の作製も可能となるため，この強

蛍光標識癌細胞の動態をライブイメージングす

ることによって転移機序の解明にも寄与できる

ものと思われる．

結 論

　tdTomatoマウスとEGFPマウスの各臓器の

蛍光シグナル強度をIVI解しumina　lmaging

Systemを用いて測定し，さらに，その同一試

料における各蛍光タンパクのmRNA発現量を

計測した．tdTomatoマウスについては生後7

日脚を用いて，全身の凍結連続切片を作製し，

切片における各臓器の組織レベルでも検索し，

蛍光イメージングならびにmRNA発現量との

比較を行い以下の結果を得た．

1．tdTomatoマウスから摘出されたほぼ全て

の臓器において，IVIS⑪Lumina　Imaging

Systemによる高い蛍光シグナル強度が認めら

れ，多くの臓器でmRNA発現量も蛍光シグナ

ル強度と同様の傾向を認めた．

2．tdTomatoマウスの臓器の中で脾臓におい

て，mRNA発現を認めたのに対して，蛍光シグ

ナルはほとんど確認できなかった．

3．tdTomatoマウスとEGFPマウスの間で

は，肝臓脾臓腎臓でtdTomatoマウスの方

が有用性が高いことが判明した．

4．tdTomatoマウスのwhole　mountによる切

片観察では臓器，組織によって強弱は認められ

るが，ほとんどの臓器の細胞で蛍光発現を確認

できた，

　蛍光イメージング，mRNA発現量切片によ

る観察の間で同様の傾向を示さない臓器も認め

られたことから，今後，このような研究や検証

には切片法を含めた複数の手法を用いる必要性

が示唆された．
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　　Abstract　：　The　red　fluorescent　transgenic　mouse　has　given　us　a　promising　insight　into　regenerative

medicine．　Each　organ　of　this　anima！　has　already　been　investigated　by　the　method　of　using　a　fiuorescent

imaging　system，　but　not　by　histological　methods．　First　of　alL　we　compared　all　the　organs　of　the　red

fiuorescent　transgenic　mouse　with　previous　studies　using　enhanced　green　fiuorescent　protein　（EGFP）

mice　by　the　IVIS　Luminal　lmaging．　Next　the　expression　levels　of　each　organs　mRNA　was　measured　by

RT－PCR．　Further，　the　histological　sections　of　the　red　fluorescent　transgenic　mice　（7　days　after－birth）　were

taken　by　light　microscope．　The　results　of　the　three　methods　were　compared　and　the　following　findings

were　made　；　We　found　a　discrepancy　between　the　fluorescent　imaging　method　which　was　used　in　past

reports　and　the　expression　levels　of　mRNA　and　multiple　discrepancies　between　these　and　the　histological

observations．　Explaining　the　discrepancies　was　beyond　the　scope　of　this　experiment　We　thought　that

two　or　more　methods　including　the　histological　examination　were　reguired　by　future　research　and

verification．　The　red　fluorescent　transgenic　mouse　was　more　useful　than　the　EGFP　mouse　in　the

fluorescent　expression　of　the　hepar，　spleen　and　ren．

　　　All　of　the　organs　in　the　red　fiuorescent　transgenic　mouse　have　a　strong　fluorescent　expression．　We

hope　that　these　red　fluorescent　transgenic　mice　are　used　in　the　research　of　regenerative　medicine　and

the　metastic　route　of　the　tumor　stem　cell．

Key　Words　：　dTomato，　transgenic　mouse，　fiuoresce　microscopy，　EGFP
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